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UHJXOiFLyPROHNXOiULVPHFKDQL]PXViQDNYL]VJiODWD
 A regulált miozinokat vagy az únregulációs domén (RD) reverzibilis foszforilációja, 
vagy közvetlenül Ca
 LRQRN N|W GpVH V]DEiO\R]]D$&D regulált miozinok három típusa 
ismert. A konvencionális miozinok (miozin II) közül az általunk már hosszabb ideje 
tanulmányozott kagyló izom miozint a Ca
 DNDOPRGXOLQV]HU GHFVDNHJ\IXQNFLRQiOLV()
kéz motívumot tartalmD]y HVV]HQFLiOLV N|QQ\  OiQFKR] (/& N|W GYH DNWLYiOMD PtJ D
3K\VDUXP plazmodiális nyálkagomba PLR]LQW XJ\DQFVDN D] (/&KH] N|W GYH JiWROMD $
QHPNRQYHQFLRQiOLVPLR]LQRNW|EEVpJpQpODN|QQ\ OiQFDOHJ\VpJHNNDOPRGXOLQRN&D0V
D &D N|W GpV DNWLYiOy pV JiWOy KDWiVW LV NLIHMWKHW D PRWRU DNWLYLWiViUD $ SiO\i]DW VRUiQ
HOV VRUEDQ D &D  gátlás szerkezeti alapjai kapcsán értünk el eredményeket, de történt 
HO UHOpSpVD&D  és Dfoszforiláción alapuló szabályozás összehasonlítása kapcsán is.

(J\NRQYHQFLRQiOLVPLR]LQQHPNRQYHQFLRQiOLV&D
 
N|WpVH$3K\VDUXPPLR]LQ,,
5'V]HUNH]HWLYL]VJiODWD
 1DJ\REErészt korábbi a OTKApályázatunkból finanszíroztuk azt a munkát, aminek a 
keretében azonosítottuk a 3K\VDUXP miozin II gátló Ca N|W KHO\pWD]5'n belül, az ELC 
HOV ()kéz motívumában. $N|W KHO\QHPWHOMHVHQVSHFLILNXV&D  UDGHWUDQ]LHQVNLQHWLNDL
PyGV]HUHNNHO EL]RQ\tWRWWXN KRJ\ D IL]LROyJLiVDQ YDOyV]tQ OHJ N|W G  0J   LRQRN
disszociációs sebességi állandója elég nagy, így a CD  D UHJXOiFLyKR] V]NVpJHV LG VNiOiQ
N|W GQL WXG V D PLR]LQ JiWOiViQ NHUHV]WO OHiOOtWMD D SOD]PyGLXP FLWRSOD]PD iUDPOiViW
0XWDJHQH]LVNtVpUOHWHLQNHO UHYHWtWHWWpNKRJ\D&D N|W GpVHD](/&hez nem jár együtt a 
&D0V]XSHUFVDládra általánosan jellemz Ä]iUWnyitott” konformációs átmenetévHO
)DUNDVHWDO-%&
$ 3K\VDUXP PLR]LQ (/& &D  kötésének nemkanonikus viselkedéséUH V]HUNH]HWL
magyarázatot az &D  telített RD röntgenkrisztallográfiai vizsgálata adott. A rekombináns RD 
három polipeptidláncát (a nehéz lánc két IQ motívuma, D](/&pVD]~QUHJXOiFLyVN|QQ\ 
OiQF HJ\ YHNWRUUyO W|UWpQ  NRH[SUHVV]LyYDO ( FROL UHQGV]HUEHQ WXGWXN HO iOOtWDQL $
térszerkezetet az ELTE07$ NULV]WDOORJUiILDL FVRSRUWMiYDO HJ\WWP N|GYH  ös 
felbontásban sikerült meghatároznunk (PDB hozzáférési kód: 2BLO). Ez a második ismert 
kristályszerkezet a PLR]LQWHOMHV5'U OYLV]RQWDOHJMREEIHOERQWiV~$V]HUNH]HWE ONLW QLN
KRJ\D](/&1terminális doménjében azért nem történt meg a „zártnyitott” konformációs
változás PLYHO D &D  N|W  ()kéz hurokrészének 12. aminosava HJ\ *OX DPHO\ D
NDQRQLNXV &D  N|W KHO\HNQpO NpW R[LJpQ OLJDQGXPPDO YHV] UpV]W D] LRQ NRRUGLQiFLyV
kötésében) térben túl messze van a kötött&D  tól. A Ca  FVDNDKXURNHOV IHOpYHODODNtWNL
kötést, oktaéderes geometriával (az általánosabb hetes koordinációval szemben). A „kiesett” 
Glu szerepét egy vízmolekula veszi át. Úgy gondoljuk, hogy ez a szerkezet adomén „zárt
nyitott” izomerizációjának PLQWHJ\D]átmeneti állapotában „fagyott be”, egyrészt D](/&
QHND]5/&vel és a nehéz lánccal kialakított interakciói miatt, másrészt azért, mivel az ELC 
1WHUPLQiOLV GRPpQMH D NDQRQLNXV &D0 GRPpQW O HOWpU HQ FVDN HJ\ IXQNFLRQiOLV ()kéz 
motívumot tartalmaz. A konklúziónkat alátámasztMD egy mostanában meghatározott CaM 
mutáns térV]HUNH]HWH ahol a zárt állapotot egy diszulfidhíd stabilizálja 3'% <: és
DPLEHQ D&D   DPL V]HUNH]HWQNNHOPHJHJ\H] PyGRQN|W GLND]1terminális doménhez 
(1. ábra) $] RD kristály másik érdekessége, hogy az RLC 1terminális domén nem köt 
NpWpUWpN NDWLRQWennek ellenére nyitott konformációban van. Ennek az az oka, hogy a nehéz 
lánc triptofángazdag ún. kampó régiója egyébként az amfipatikus CaM célszekvenciákhoz 
hasonlóan stabilizálja a nyitott domén szerkezetet. 0HJMHJ\]HQG  KRJ\ D kristály
aszimmetrikus egységH WDUWDOPD] D] 5/& &terminális doménjében egy olyan Ca  RW
DPHO\HW UpV]EHQ D NULVWiO\NRQWDNWXVEDQ OpY  V]RPV]pGRV 5/& HJ\LN DPLQRVDY ROGDOOiQFD
koordinál. Hasonló intermolekuléris Ca

 látható a legjobb felbontású (1 A) CaM 
kristályszerkezetben is. 
$3K\VDUXPPLR]LQ&D   gátlásának molekuláris mechanizmusát úgy magyarázzuk, 
KRJ\D](/&&D  kötésének hatására a regulációs domén (RD) flexibilitása csökken, aminek 
következtében a motor domén és az RD kapcsolata is „ feszültté”  válik, és ezáltal csökken a 
motorfehérje aktivitása. A kagyló izom miozinban Ca

 kötés hatására pontosan az ellenke] 
változás történik, illetve ott a Ca

 nélküli állapotot egy különleges, de a motorfehérjék 
világában nem egyedülálló aszimmetrikus fejfej és fejfarok interakció immobilizálja és LO\
módon gátolja.  A Ca

 nélküli RDt ugyan nem sikerült kristályosítaQXQND&D  telített RD 
kristályok szétestek Ca
 kelátor hozzáadására), D]RQEDQ D] DSR és a holoNRPSOH[
szerkezetét hidrogénGHXWpULXP NLFVHUpO GpVL NtVpUOHWHNNHO pV PROHNXOiULV GLQDPLNDL
szimulációkkal össze tudtuk hasonlítani. A Fouriertranszformált infravörös spektroszkópiai 
mérések azt mutatták, hogy a Ca

 kötés szignifikánsan csökNenti az egész RD konformációs 
flexibilitását. Az  QVHFos dinamikai szimuláció során a &D  mentes RD szignifikánsan 
QDJ\REE4 A) fluktuációt mutatott, mint a Ca  telített szerkezet(OV VRUEDQDNpWN|QQ\ 
OiQF N|]|WWL LQWHUDNFLy YROW HU VHEE &D   jelenlétében (részben extra hidrogénKLGDNQDN
N|V]|QKHW HQ (UHGPpQ\HLQN DUUD XWDOQDN KRJ\ D &D0N|W  pV &D  szabályozott nem
konvencionális miozinok aktivitása legalábbis részben a fentebb vázolt mechanizmussal, az 
RD dinamikai változásán keresztül valósul meg, sok más allosztérikus fehérje regulációjához 
hasonlóan. 
'HEUHF]HQLHWDO-%&

5HNRPELQiQVNLPpUDUHJXOiOWPLR]LQ,,IUDJPHQWXPRNHO iOOtWiVDpVYL]VJiODWD
 $&D  szabályozott miozin II szerkezetfunkció tanulmányozását nehézzé teszi, hogy 
ez idáig senkinek sem sikerült aktíYIUDJPHQWXPRNDWHO iOOtWDQL rekombináns úton( pályázat 
WpPDYH]HW MHpVPpJQpKiQ\ODERUDWyULXPDYLOiJEDQVRNpYHSUyEiONR]LNH]]HOGHVDMQRV
NHYpVVLNHUUHO(EE ODV]HPSRQWEyOIRQWRVHUHGPpQ\KRJ\HO WXGWXQNiOOtWDQLRO\DQNLPpUD
nehéz meromiozinokat (HMM), amelyek nem csak a Ca
 reguláció, de a Ca  és a 
reverzibilis foszforiláción alapuló szabályozás összehasonlítására is alkalmasak 5RYDUVHMW
kultúrában, rekombináns bakulovírusok segítségével express]álunk olyan kimérákat, amelyek 
motor doménje az RLC foszforilációjával szabályozott gerinces simaizom illetve nemL]RP
PLR]LQ ,,E O V]iUPD]LN PtJ D] 5' YDODPLQW D FRLOHGFRLO V]HUNH]HW  IDURN GRPpQ
iEUD
$]5'&D  N|W KHO\H D] (/& HOV 
()Np] PRWtYXPiEDQ EDO pV
|VV]HKDVRQOtWiVD HJ\ PXWiQV &D0
pV D NDJ\Oy 5' &D  N|W KHO\pYHO
MREE
SUR[LPiOLV V]DNDV]D 6 OG  IHMH]HW NDJ\Oy PLR]LQ HUHGHW  $ NLPpUD QHKp] OiQF
NRQVWUXNFLyYDO a DPLQRVDY NRH[SUHVV]iOMXN D N|QQ\  OiQFRNDW DPHO\HN D NDJ\OyEyO
vagy a simaizom miozinból származnak. Az S2 a konstrukciók egy részében teljes hosszúságú 
(~250 aminosav), de készítünk olyan rövid HMMeket is, ahol a molekula dimerizálását egy, 
D]pOHV]W *&1WUDQV]NULSFLyVIDNWRUEyO V]iUPD]y OHXFLQFippzár motívummal érMük el. Ez 
utóbbi molekulák reményeink szerint jobb eséllyel kristál\RVRGKDWQDNPLQWD már több mint 
tíz éve próbált proteolitikus HMM preparátumok. $ M|YHQG  NULVWiO\RVtWiV V]HPSRQWMiEyO
fontos, hogy a bakulovírus expressziós rendszer igen jó hatásfokkal WHUPHOL a kiméra 
PLR]LQRNDW 2. ábra; 100 ml sejtkultúrából 2PJPLR]LQW izoláltunk1Laffinitás oszlopon, 
ami az irodalmi adatok alapján „ rekordközeli”  mennyiség). 0HJMHJ\]HQG KRJ\HGGLJQHP
sikerült még semmilyen regulált miozin fragmentum kristáOyszerkezetét meghatározni. 




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

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Az eddigi, még csak konferenciára bejelentett eredményeLQN V]HULQW D N|QQ\  OiQF
KLEULGkimérák (ahol az RD nehéz lánc és ELC alegysége kagyló miozinból, míg az miozin 
5/& VLPDL]RPPLR]LQEyO V]iUPD]LN NHWW V UHJXOiFLyWPXWDWQDN alapállapotban az ATPáz 
aktivitásuk és motilitásuk gátolWYLV]RQWDNWLYiOQLOHKHW NHWPLQG&D PDOPLQGD]5/&W
foszforilálóPLR]LQN|QQ\ OiQFNLQi]0/&.enzimmel (ld. táblázat).
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 A csak kagyló miozinból származó RDvel bíró kimérák természetesen „ csak”  Ca  
kötés hatására mutatnak aktivitást. Az eredmények azt sejtetik, hogy a bekapcsoló jel (pozitív 
ill. negatív ion) és a szabályozási pozíció (ELC LOO5/&NO|QE|] VpJHHOOHQpUHD]|VV]HV
regulált miozin II szabályozáshoz szükséges molekulán belüli kommunikációs útvonal közös 
a motor és regulációs domén között. Bár a nagyfelbontású szerkezetek hiányában csak 
találgatni lehet, munkahipotézisünk szerint a Ca

 illetve a foszforiláció az RD dinamikájának 
Eefolyásolásán keresztül szabályozza a motorfunkciót. A kimérák részletes kinetikai analízisét 
megkezdtük steadystate és tranziens kinetikai módszerekkel. 
1pPHWKHWDO0%(9iQGRUJ\ OpV
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iEUD
6LPDL]RPPLR]LQ0'NDJ\OyPLR]LQ5'6NLPpUDH[SUHVV]LyMD
URYDUVHMWHNEHQEDO1LDIILQLWiVRV]ORSRQWLV]WtWRWWUWHNRPELQiQV
+00MREEQ\tOQHKp]OiQFIUDJPHQWXP
$PLR]LQIHMU~GUpJLyV]HUNH]HWYL]VJiODWD
 $ miozin motorok dimerizációjáért a FRLOHGFRLOV]HUNH]HW IDURNGRPpQIHOHO V%iU
ezt a szerkezeti elemet Crick már 1953EDQPHJMyVROWDD]HOV QDJ\IHOERQWiV~V]HUNH]HWLNpS
csak a múlt század kilencvenes éveiben, a GCN4 transzkripciós faktor Leucippzár 
motívumának kristályosítása után született meg. A fibrózus FRLOHGFRLO fehérjék kristályosítása 
VRNiLJ PHJROGKDWDWODQ IHODGDWQDN W QW KLV]HQ H]HN iOWDOiEDQ QHP W|NpOHWHV FRLOHGFRLORN
azaz rövidebb fragmentumaik nem dimerizálnak, a hosszabb molekulák viszont 
parakristályokat képeznek. Ezért a miozin farok domén, illetve a fej/rúd régió 
szerkezetvizsgálata is sokat késett, habár ennek a molekularésznek a miozin funkciójában és 
regulációjában is fontos szerepet tulajdoQtWDQDN1pKiQ\pYYHOH]HO WWHJ\HJ\V]HU ÄWUNNHO´
sikerült a kagyló miozin proximális farok doménjét kristályosításra alkalmas dimer formában 
HO iOOtWDQXQN )HOWpWHOH]WN KRJ\ D] HJ\pENpQW LQVWDELO SHSWLG V]HJPHQVW (korábbi 
vizsgálataink azt mutatták, hRJ\PLQLPXPDPLQRVDYV]NVpJHVDIDURNGRPpQE OKRJ\D
IUDJPHQWXP FRLOHGFRLO GLPert képezzen) /HXcippzárral dimerizálásra késztethetjük $
IHMIDURN WUDGLFLRQiOLV KDWiUiW MHOHQW  NRQ]HUYDWtY 3UR XWiQL  DPLQRVDYKR]  KHSWiG
LVPpWO GpV NLPpUDNpQW Dhozzáragasztottuk a] pOHV]W *&1E O V]iUPD]y/HXcippzárt (4 
heptád). Az így kialakított kiméra (FROLexpressziós rHQGV]HUEHQN|QQ\ V]HUUHOHO iOOítható 
YROWV]REDK PpUVpNOHWHQVWDELOGLPHUWNpS]HWW&'VSHNWURV]NySLiYDON|YHWHWWK GHQDWXUiFLy
DODSMán: T	     
 C), és szerencséQkre röntgendiffrakciós vizsgálatokra alkalmas 
NULVWiO\RNDW LVNpS]HWW$V]HUNH]HWHW&DURO\Q&RKHQFVRSRUWMiYDOHJ\WWP N|GYH %UDQGHLV
8QLY 86$  Aös felbontásban sikerült meghatároznunk >0HJMHJ\]HP KRJ\ H]W D
munkátNLVHEErészben a korábbi OTKA pályázatom finanszírozta.@
 $] αhelikális FRLOHGFRLO D IHKpUMHHYRO~FLy HJ\V]HU  GH VRN PLQGHQUH DONDOPDV
szerkezeti „ találmánya” . Az általunk meghatározott szerkezettel egy funkcionálisan minden 
EL]RQQ\DO LQVtabil fehérje szuperhélixet sikerült vizualizálnunk. A proximális S2 
IOH[LELOLWiViUD pVYDJ\ OHWHNHUHGpVpUH V]NVpJ OHKHW DPLR]LQ HU JHQHUiOiVD pV V]DEiO\R]iVD
során is. Ennek a régiónak az instabil voltára korábbi, többekközött a mi csoportunktól 
származó vizsgálatok is rámutattak, de direkt bizonyítékot erre, mégha kissé paradox módon
LV a kristályszerkezet szolgáltat. A proximális 6 V]HUNH]HWH számos olyan tulajdonságot 
mutat, ami a flexibilitás illetve instabilitás fizikai alapját képez(het)i. Az Nterminális 14
DPLQRVDYD UHQGH]HWOHQ V]HUNH]HW $/HXcippzártól az Nterminális irányában fokozatosan 
válik instabillá a FRLOHGFRLO, amit többekN|]|WWDV]XSHUKpOL[iWPpU MpQHNQ|YHNHGpVH
AU O Are) és számos „ core” , azaz az iQtermolekuláris hidrofób varratot alkotó D és G
pozíciókban OpY  ROGDOOiQF HOpJWHOHQ ÄFVRPDJROyGiViEyO´ DGyGLN )HOW Q  KRJ\ D
PHJKDWiUR]RWW V]HUNH]HWEHQ QLQFV HJ\HWOHQ LQWHUKHOLNiOLV VyKtG VHP HOV VRUEDQ D JH¶
sóhidaknak van fontos FRLOHGFRLO stabilizáló szerepük), aminek következtében több apoláros 
„ core”  oldallánc is kitetté válik a vizes fázis felé. Kimondottan instabilizáló szerepe van az D
SR]tFLyEDQ HOKHO\H]NHG  NpW /\V ROGDOOiQFQDN pV D NDQRQLNXV FRLOHGFRLO szekvenciáknál 
nagyobb számú Dés Gpozíciójú poláros oldalláncnak. Ilyen pl. a Gln849, amelyik ráadásul 
aszimmetrikusan „ csomagolódik”  a dimer két lánca között. Mivel a kristály aszimmetrikus 
HJ\VpJpEHQ NpW 6 GLPHU WDOiOKDWy V]iPRV D IHQWHEE HPOtWHWW ROGDOOiQF NO|QE|] 
konformációt vesz fel a két szerkezetben. A Lys es pozíciónál a két S2 dimerben a 
FRLOHGFRLOhajlása különbözik (a 
 LOOa 
 (]HQUpJLyIXQNFLRQiOLVMHOHQW VpJpUHXWDOKRJ\D
βszívizom miozin nehéz láncban egy pontmutáció örökletes hipertrófiás kardiomiopátiához 
YH]HW
/LHWDO1DWXUH
$/HXcippzárral stabilizált proximális S2t, a korábbi 16 
 &on kívül 4 
 &on is sikerült 
NULVWiO\RVtWDQLDNRUiEELWyOHOWpU NpWWpUFVRSRUWWDOVDV]HUNH]HWNHWPHJKDWiUR]QL(QQHND]
DMHOHQW VpJHKRJ\HJ\UpV]WNLYpGKHWMNDNRUiEELV]HUNH]HWHWpUW kritikát, hogy a megfigyelt 
FRLOHGFRLO LQVWDELOLWiVW HVHWOHJ D PDJDVDEE NULVWiO\RVtWiVL K PpUVpNOHW N|YHWNH]PpQ\H
másrészt most már összesen öt S2 szerkezetet tudunk összehasonlítani (. ábra). Az új 
V]HUNH]HWHN PHJHU VtWLN D IHQWHEE |VV]HIRJODOW D FRLOHGFRLO instabilitását okozó 
tulajdonságokat, így a sóhídak hiánya miatt poláros Dés Gpozíciós oldalláncok kitettségét, az 
D pozíciós Lysek rossz, a Gln849 aszimmetrikus „ csomagolódását” , a FRLOHGFRLO tovább 
vastagodását az Nterminális irányába. $ OHglényegesebb újdonsága a még nem publikált 
szerkezeteknek, hogy a teljes szekvencia láthatóvá vált: αhelikális a 838as pozíciótól, s 
FRLOHGFRLODes pozíciótól. 
Mivel a korábban meghatározott kagyló RD és teljes fej (S1) szerkezetekben a Pro835 utáni 
két aminosav αKpOL[ V]HUNH]HW  EL]RQ\tWRWWivált, hogy a miozin fej/rúd régióban a nehéz 
lánc (beleértve a korábban feltételezett „ határ”  ProWLVIRO\DPDWRVαhélixet is tud képezni. A 
korábban Cohen és mtsi által publikált miozin és az új S2 szerkezeteket egybeépítve 
elkészíthetMük D] HOV  NtVpUOHWL DGDWRNUD pSO  ÄNpWIHM ´ +00 PRGHOOW amelyet még 
finomítás alatt áll). $IHQWemlített „ WHOMHVαhélix”  konformáció a modelljeinkben csak egy 
láncra terjed ki, míg a többiben (összesen 5 dimer, aza]  OiQF V]HUNH]HWpU O YDQ
információnk, ld. ábra többNHYHVHEE 1terminális aminosav kinyújtott FRLO V]HUNH]HWHW
PXWDW. Ez alapján feltételezhetjük, hogy az utóbbiak azt az állapotot reprezentálhatják, amikor 
a fej/rúd régió nem αKHOLNiOLVV]HUNH]HW Pivel azt nem stabilizálja a közeli RLC $hélixe 
(azt jelenleg nem tudjuk, hogy ez a motor „ kikapcsolt” , „ bekapcsolt” , vagy valamilyen 
LQWHUPHGLHUiOODSRWiUDOHKHWMHOOHP] . További következtetésünk, hogy a fej/farok tényleges 
határa nem a Pro835, hanem a Leu836 és Leu837 közötti kötés lehet, mivel a Leu836 
oldalláncD alakít ki HJ\ a konzervatív KPLL αhélixet stabilizáló interakciót az RLC $
hélixével. ábra)
Ez utóbbi egy tipikus, a FRLOHGFRLO „ core” UD MHOOHP]  ÄNQREVLQWRhole”  interakció a Leu 
Rldallánc és a szomszédos lánc négy oldallánca által kialakított „ lyuk”  között íme egyDVRN
WDQXOViJRVSpOGDN|]ODPHO\HWD]ÄHJ\V]HU ´FRLOHGFRLOV]HUNH]HWHNW OWDQXOKDWXQNAz új 
szerkezeteket összevetve az irodalomban a miozin II regulációról rendelkezésünkre álló 
iEUD
Ä.QREVLQWRKROH´ LQWHUDNFLy D PLR]LQ QHKp] OiQF
/HX NpN pV D] 5/& $KpOL[ QpJ\ DPLQRVDY
ROGDOOiQFDN|]|WW
iEUD
$ NDJ\Oy PLR]LQ SUR[LPiOLV 6/HX
FLSS]iU NLPpUD V]HUNH]HWH KiURP
NULVWiO\V]HUNH]HWEHQ NpW NULVWiO\
DV]LPPHWULNXV HJ\VpJH NpW 6 GLPHUW
WDUWDOPD]
adatokkal (ld. részben a zárójelentés 1. fejezete), az „ onRII´iWPHQHWU OD]WPRQGKDWMXNKRJ\
DEEDQ D IHMU~G UpJLy GLQDPLNXV YROWiQDN QDJ\ YDOyV]tQ VpJJHO IRQWRV V]HUHSH YDQ
$PHQQ\LEHQD]W feltételezzük, hogy a „ NLNDSFVROó”  jelDUHJXOiFLyVWtSXVWyOIJJ HQD&D  
GLVV]RFLiFLyMDYDJ\D]5/&GHIRV]IRULOiFLyMDÄOHIHOp´KDWD]D]QHPN|]YHWOHQOD]5'IHO O
a motor felé, hanem az RLC dinamikáját, s ezen keresztül a fej/rúd régió mobilitását 
változtatja meg, akkor a szerkezeti eredményeink a fizikai alapján mutatják ennek a 
regulációs mechanizmusnak.
 










 $ 1DWXUHben publikált munkánkban összevetettük az instabilnak talált kagyló S2 
szekvenciát más miozin II proximális rúd szekvenciákkal, s azt a következtetést vontuk le, 
KRJ\D]RNVWDELODEEFRLOHGFRLOV]HUNH]HWWHOUHQGHONH]QHk, mint a kagyló izom miozin. Ennek 
magyarázata lehet, hogy a harántcsíkolt izom sokkal gyorsabb szabályozást kívánPLQWSOD
JHULQFHVHN VLPDL]RPDYDJ\QHPizom miozin II motorjai, s ez lehet a magyará]DWD D jóvDO
IOH[LELOLVHEE szerkezetnek. Kísérleti bizonyítékot a fenti predikciókra CD spetroszkópiával és 
molekuláris dinamikai szimulációkkal szereztünk. $ VLPDL]RP 6 K GHQDWXUiFLyMiQDN 7 	 
értéke  
 &NDOPDJDVDEEDNDJ\Oó S2nél. Az általunk meghatáro]RWW6 WpUV]HUNH]HWHNE O
PLQW NLLQGXOiVL PRGHOOHNE O LOOHWYH D VLPDL]RP SUR[LPiOLV 6 KRPROyJLD PRGHOOMpEyO D
VLPDL]RP 6/HXcippzár konstrukciót is sikerült kristályosítanunk, de azok nem adtak 
pUWpNHOKHW  GLIIUDNFLyV PLQWi]DWRW NLLQGXOYD HJ\  QVRs szimuláció is szignifikánsan 
nagyobb konformációs fluktuációt mutat az instabil kagyló proximális S2nél mint a 
VLPDL]RP6nél (5. ábra)
%URZQ-5HVHWQ\LNRYD/6YHJHV'.DUGRV-+HWpQ\L&V&RKHQ&1\LWUD\
/Np]LUDWPHJtUiVDODWW

 0LR]LQ 9, GLPHUL]iFLy YL]VJiODWD IDURN GRPpQHNNHO (J\V]iO~ VRN W|OWpVVHO
UHQGHONH] VWDELODKpOL[6$+PLQWIHKpUMHV]HUNH]HWLHOHP"
 $ Piozin VI egyedülálló a miozin szupercsaládban abból a szempontból, hogy az 
egyedüli „ hátrameneti”  motor, amely az aktin filamentum negatív vége felé képes mozogni
processzív módon (ráadásul a QPW lép DQQDN ellenére, hogy a „ nyaka”  csak egy IQ 
motívumot tartalmazA farok régióMDV]HNYHQFLDpredikció alapján FRLOHGFRLOGLPHUt képez
DPHO\HW D JOREXOiULV NDUJy N|W  GRPpQ N|YHW $] LQ YLWUR kísérleteket mesterségesen 
dimerizált (pl. miozin II S2YHO +00mel végezték, ami a feltétele a processzív motor 
funkciónak, viszont a natív PLR]LQ 9,ot csak monomer formában sikerült izolálni $]
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iEUD$NDJ\OypVVLPDL]RPSUR[LPiOLV6VWDELOLWiViQDN
|VV]HKDVRQOtWiVD&'VSHNWURV]NySLiYDOEDOpVPROHNXOiULV
GLQDPLNDLV]LPXOiFLyYDOMREE
ellentmondás feloldására rekombináns, FRLOHGFRLOQDNSUediktált konstrukciókkalDPHO\HNHW
( FROL expressziós rendszerben iOOtWRWWXQN HO  szerkezeti vizsgálatRNDW kezdtünk. Kémiai 
kereszkötés (zeróKRVV]~ViJ~ NDUERGLLPLG NHUHV]WN|W NNHO OLPLWiOW SURWHROt]LV pV I NpQW
spektroszkópiai eredményeink azt mutatják, hogy a miozin VI farok regió szubdoménjeiVHP
különkülön, sem együttesen NEM képezQHNGLPHUWkivéve, ha /HXcippzárral stabilizáljuk 
NHW NLPpUDként, hasonlóképpen a proximális S2 konstrukcióinkhoz OG IHMH]HW$FF
nek elnevezett konstrukció (Glu916$UJ ennek ellenére WLSLNXV αhelikális &'
VSHNWUXPRWPXWDWRWW$VSHNWUXPK PpUVpNOHWIJJpVHnem mutat kooperativitást, ellentétben a 
FRLOHGFRLO V]HUNH]HWHN MHOHQW V NRRSHUDWivitást mutató letekeredésével (. ábra) $
WULIOXRUHWDQROEDQ IHOYHWW VSHNWUXPRW UHIHUHQFLD αhelikális spektrumnak tekintve, a cc2 α
hélix tartalma ~70%. 


$FFV]HNYHQFLájaPHJOHS HQPDJDVW|OWpVV U VpJHWPXWDW

Eredményeink azt sejtetik, hogy a cc2 a hármasQpJ\HV LVPpWO GpVHNHW PXWDWy HOOHQWpWHV
töltések között kialakuló sóhidakkal stabilizált stabil egyszálú αhélixet konformációt YHV]
IHO fiziológiás körülmények között. Modellépítés és molekuláris dinamikai szimulációk 
PHJHU VtWLNKRJ\DFFNRQVWUXNFLyHJ\V]iO~VWDELOαhélixet (SAH) alkot. ábra)
$ mi munkánk már folyt, amikor megjelent egy közlemény a miozin ; IDURN régiójában
szintén FRLOHGFRLOQDN SUHGLNWiOW a WDJ~ SHSWLGU O DPHO\HW D V]HU] N V]LQWpQ VWDELO
egyszálú αKHOLNiOLVV]HUNH]HW QHNWDOiOWDN3HFNKDPHWDO-%& Megkíséreltük a cc2 
fragmentum kristályosítását önmagában és fúziós fehérjékként is (cc2/HXcippzásr, cc2
GFP), eddig siker nélkül. NMR spektroszkópiai vizsgálataink azonban, legalábbis részleges 
VLNHUUHONHFVHJWHWQHN 3%4 N és 365 &jelölt mintákkal) . 
 )HOYHW G|WWEHQQQNKRJ\KDVRQOyW|OWpVPLQWi]DWRWN|YHW V]HNYHQFLiNHO IRUGXOQDN
e másIHKpUMpNEHQ"(J\NHUHV DOJRULWPXVWtUWXQNDPHO\HWD6ZLVVSURWDGDWEi]LVRQOHIXWWDWYD
NE találatunk volt, köztük a két nemkonvencionális miozin szekvencia és DNDOGH]PRQ
egy korábban már szintén egyszálú αhélixnek talált doménje. 1DJ\rés]W iWIHG  WDOiODWRNDW
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iEUD
$FFV]XEGRPpQLQVLOLFRPRGHOOMH±W|OWpVSLURV
W|OWpVNpN
DGRWW D] DPLQRVDY szekvencia adatbázisRN tesztelése töltésmintázat frekvenciák Fourier
analízisével LVKözös ezekben a szekvenciákban, hogy egyikük térszerkezete sem ismert. 
Jelenleg néhány kiválasztott szekvencia rekombináns konstruNFLyNpQW W|UWpQ  HO iOOtWiViQ
dolgozunk, hogy igazolhassuk a SAH domén, mint szerkezeti motívum általános elterjedését a 
fehérjék világában. 
6YHJHVHWDO-05&0

(J\PRWRUGRPpQNRQIRUPiFLyVV]HQ]RUYL]VJiODWD'LFW\RVWHOLXPPLR]LQRQ
 $ PLR]LQ Potor domén (MD) egy különösen reaktív Lys oldalláncot tartalmaz, 
DPHO\HW D as évek óta használnak konformációs szenzorként, mivel az MD és az RD 
interakciós felszínén, azaz a funkcionális domének kommunikációs útvonala mentén fekszik. 
$] LWW LVPHUWHWHWW PXQND H]]HO D OL]LQQHO és a kémiai környezetével IRJODONR]LN KHO\
VSHFLILNXV PXWDJHQH]LV VHJtWVpJpYHO DPL D] HOV  LO\HQ MHOOHJ  YL]VJiODW H]]HO D UHDNWtY
DPLQRVDYYDO. A korábbi, a reaktív lizinnel kapcsolatoskísérletek zömét vázizom miozin IIYHO
végezték, amHO\HWheterológ expressziós rendszerben (a kagyló izom miozinhoz hasonlóan) 
J\DNRUODWLODJ QHP OHKHW HO iOOtWDQL. A laboratóriumunknak azonban rendelkezésre áll a 
ÄPLR]LQROyJLiEDQ´ OHJHJ\V]HU EEHQ KDV]QiOKDWy UHNRPELQiQV PLR]LQ UHQGV]HU D
'LFW\RVWHOLXPsejtes nyálkagomba, amely az MD mutánsok homológ expressziójára kiválóan 
DONDOPDV $'LFW\RVWHOLXP0'EHQ D /\VHW 0HWUH LOO *OXUD míg a reaktív LysKH]
térben közeli Arg704et szintén Glura cseréltük. A kiindulási konstrukció egy olyan mutáns 
0' YROW DPHO\E O 0iOQiVL &VL]PDGLD $ HOWiYROtWRWW KiURP 7USt, ezáltal csak egyetlen, 
szintén konformációs szenzorként használható TrpW WDUWDOPD] 7US Az eredmények 
HJ\UpV]WHJ\pUWHOP HQEL]RQ\tWMiNKRJ\D]0'/\VRldallánca közül egyedül a LysQHN
nagy a reaktivitása trinitrofenilálással szemben, másrészt kiemelik az Arg704 és a LyV
között fennálló taszító kölcsönhatás fontos, bár nem egyedüli szerepét a Lys84 különleges 
reaktivitásában. A közeli pozitív töltés csökkentheti a Lys εDPLQR S.ját. A taszító 
interakció az MD két szubdoménje D] 1terminális „ 25 kDa”  és az ún. konverter
szubdoménekN|]|WWM|QOpWUHDNNRUDPLNRUDQXNOHRWLGN|W KHO\N|]HOpEHQOHY ÄVZLWFK2”  
hurok régió (a Gfehérjékkel KRPROyJNRQIRUPiFLyVNDSFVROyNpQWP N|G HJ\LNV]HUNH]HWL
HOHPQ\LWRWWiOODSRWEDQYDQ$QXNOHRWLGN|WpVKDWiViUDEHN|YHWNH] DPRWRUÄIHOK~]iVipUW´
IHOHO VQDJ\NRQIRUPiFLyViWPHQHWHWkiváltó „ switch2”  nyitottzárt konformációs változás a 
taszító ionpárt eltávolítja egymástól, ezáltal a Lys reaktivitása is csökken $ UHQGV]HU
éUGHNHVségH KRJ\ D reaktív Lys trinitrofenilálását a közeli Trp501 fluoreszcenciájának 
FörsterHQHUJLDWUDQV]IHUUDO W|UWpQ  NLROWiViYDO LV N|YHWQL OHKHWHWW Összefoglalva 
megállapíthatjuk, a Lys84 reaktivitása és annak nXNOHRWLGfüggése az összes konvencionális 
PLR]LQUD HJ\DUiQW MHOOHP]  pV D]$73i] FLNOXV VRUiQEHN|YHWNH]  GLQDPLNXV YiOWR]iVRNDW
szenzorként tükrözi. 
.RYiFVHWDO-05&0

9L]VJiODWRNHJ\NDOPRGXOLQN|W YLQEODV]WLQV]iUPD]pNNDO.$5
$.$5NDOPRGXOLQN|WpVpQHNV]HUNH]HWLDODSMDL
 $.$5HJ\DQWLPLNURWXEXOiULVKDWiV~SRWHQFLiOLVUiNHOOHQHVV]HUDPHO\N|W GLND
&D0hoz is, méghozzá – mint azt Ovádi Judit munkacsoportja kiderítette –, különleges 
PyGRQ (EEH D PXQNiED HJ\WWP N|G  SDrtnerként kapcsolódtunk be. A CaM.$5
komplex kristályszerkezeti és NMR vizsgálata azt mutatta, hogy a CaM KARN|W KHO\pKH]
a fehérje N és CWHUPLQiOLV GRPpQMH LV KR]]iMiUXO pV D NLVPROHNXOD N|W GpVH QHP
EHIRO\iVROMD D &D0 FpOIHKpUMpNKH] N|W GpVpW (z utóbbi tény megmagyarázhatja a KAR
sejtbiológiai kísérletekben tapasztalt, a vinblasztinnál alacsony toxicitását. Érdekes módonD
.$5 NRPSOH[ HU VHQ KDVRQOtW D WULIOXRURSHUD]LQCaM komplex térszerkezetéhez, annak 
HOOHQpUH KRJ\ NO|QE|]  &D0 ROGDOOincokkal lépnek interakcióba, és D WULIOXRURSHUD]LQ
gátolja a CaM célfehérje kötését. Az NMR vizsgálatokhoz szükséges stabil izotóp jelölt 
NDOPRGXOLQWUHNRPELQiQVIHKpUMHNpQWiOOtWRWWXNHO PLQLPiOWiSWDODMRQ 3@4 1+  &OMHOHQOétében. 
+RUYiWKHWDO-%& 

$.$5KDWiVDPLR]LQ,,pVPLR]LQ9DNWLYLWiViUD
 A fenti munka felvetette a kérdést, hogy a nemkonvencionális miozinokhoz kötött 
DSR&D0KR] LOOHWYH D &D0 FVDOiGED WDUWR]y NRQYHQLFRQiOLV PLR]LQ N|QQ\  OiQFRNKR]
N|W GLNH D .$5 PROHNXOD és befolyásoljae a miozinok aktivitását. A kérdés azért is 
LG V]HU PHUW DPLR]LQQDN FVDN NHYpV NLVPROHNXOD LQKLELWRUD LVPHUW D WULIOXRURSHUD]LQ D]
5/&KH] N|W GYH NLV NRQFHQWUiFLyEDQ JiWOy KDWiV~ QDJ\REE NRQFHQWUicióban az RLCW
disszociáltatja). EddiJ FVDN HO NtVpUOHWHNLJ MXWRWWXQN GH D]W NLMHOHQWKHWMN KRJ\ D .$5
N|W GLNDPLR]LQQ\DNLUpJLyMiKR]5'pVJátolja az ATPáz aktivitást (8. ábra). 
A vázizom miozin II és a nemL]RP,,$L]RIRUPDVWHDG\VWDWH aktivitását a KARµ0RV
koncentrációnál kal csökkent, viszont miozin V aktivitása 90%kal csökkent. Az 
XWyEEL JiWOiV YDOyV]tQ OHJ D  ,4 PRWtYXPKR] N|W G  &D0 N|]O HJ\ YDJ\ NHWW 
disszociációjának következménye, mivel szabad CaM jelenléWpEHQ D JiWOy KDWiV NLYpGKHW 
Érdekes, hogy hasonló módon fejti ki gátló hatásátD&D  , amikor telíti a miozin V CaM EF
Np]P|W KHO\HLW. A disszociáló CaM azonosítására most indítottunk kísérletsorozatot. 

0LR]LQ9NLQHWLNDLpVDNDUJyN|W GRPpQHNV]HUNH]HWIXQNFLyYL]VJiODWD
 A miozin V a legtöbbet vizsgált aktin filamentumok mentén mozgató WUDQV]SRUW
PRWRU*HULQFHVHNEHQKiURPSDUDOyJMD YDQ DPHO\HNN|]O DPLR]LQ9DJpQMpU O DOWHUQDWtY
VSOLFLQJgal több szövetspecifikus izoforma íródik át. Mutációja egerekben a GLOXWHfenotípust, 
HPEHUEHQ D ULWND recesszív betegséget, a Griscelliszindróma egyik válfaját okozza. $
PHODQRFLWDspecifikus forma farok régiójában található exon FKH]N|W G DGDSWRUIHKpUMHD
melanofilin segítségével köti a legjobban ismert kargóját, a melanoszómákat. A másik két 
IDURN DOWHUQDWtY H[RQ % pV ' V]HUHSpU O HGGLJ NHYHVHW WXGWXQN $ NDUJyN|WpVEHQ D
PHODQRFLWDforma esetében is, a globuláris farokdoménnek (GTD) meghatározó szerepe van. 
(QQHN HOOHQpUH PLYHO HGGLJ UHNRPELQiQV IRUPiEDQ QHP WXGWiN HO iOOtWDQL V]HUNH]HWpU O
NHveset tudunk. Ugyanígy hiányos a kargók, kargóadapterek listája és a kargókötés 
PHFKDQL]PXVDLról szerzett ismereteink LV $ JHULQFWHOHQHNEHQ D PLR]LQ 9 PRWRURNDW
sejtbiológiai szempontból sokat vizsgálták, de biokémiailag eddig nem, így az sem volt 
világos, hogy mennyire általánosíthatók a tulajdonságai, pl. a processzivitása.


iEUD
.$5KDWiVDDYi]L]RPPLR]LQ VNHOHWDOQHPL]RPPLR]LQ ,,$
10,,$pVPLR]LQ9P\R9VWHDG\VWDWH$73i]DNWLYLWiViUD
'URVRSKLODPLR]LQ9NLQHWLNDLMHOOHP]pVH
 $ 'URVRSKLOD PLR]LQ 9 ÄHJ\IHM ´ 6 pV ÄNpWIHM ´ +00 IUDJPHQWXPDLW
bakulovírus rendszerben expresszáltuk N|QQ\  OiQFNpQW 'URVRSKLOD &D0t és a miozin 
N|QQ\ OiQFFt koexpresszáltunk a nehéz lánccal együtt)$VWHDG\state és tranziens kinetikai 
mérésekW OD]WUHPpOWNKRJ\D]|VV]HVPLR]LQ9HQ]LPDWLNXVWXODMGRQViJDLUDiOWDOiQRVtWKDWy
következtetéseket tudunk levonni. Ezzel szembHQDUUDDPHJOHS HUHGPpQ\UHMXWRWWXQNKRJ\
'URVRSKLODPLR]LQ9DJHULQFHVPLR]LQ9W OHOWpU HQQHPSURFHVV]tYD]D]FVDNDPLR]LQ,,
höz hasonlóan ÄFVRSRUWRVDQ´ NpSHV PRWRUNpQW P N|GQL (QQHN D] D] RND KRJ\ D
mechanokémiai ciklus nagyobb részét a miozin fej az aktintól levált állapotban töltiD„ duty 
cycle”  ~0,1; a processzivitáshoz szükséges érték min. 0,5)$]LQYLWURmotilitási tesztekben, a 
IHQWLHNQHNPHJIHOHO HQD'URVRSKLOD+00FVDNPDJDVIHOV]tQLV U VpJPHOOHWWYROWképes a 
URGDPLQIDOORLGLQQal jelölt aktin filamentumokat folyamatosan mozgatni. A motor domén 
DNWLQN|W  KXURN PRWtYXPiW NyGROy NpW DOWHUQDWtY IRUPD aktin affinitása a pozitív töltések 
V]iPiQDN NO|QE|] VpJH PLDWW  LOO  eltér GH D NLQHWLNájuk általános vonásaiEDQ
PHJHJ\H]LN. A meghatározott kinetikai séma (amely alapvonásaiban nem különbözik a 
konvencionális ill. a gerinces miozin V kinetikájától) két elemét érdemes kiemelni, amelyek 
N|]|VQHNW QQHND]|VV]HVWUDQV]SRUWPRWRUHVHWpQD]HU VDNWLQDIILQLWiVYDODPLQWDJ\HQJH
termodinamikai kapcsolat az aktin és ADP kötésH közöttÖsszehasonlítva a gerinces és D
'URVRSKLODPLR]LQ9 kinetikáját, levonhatjuk azt a következtetést, hogy a miozin evolúciósan 
konzervatív transzport motor funkcióját legalább kétféle molekuláris mechDQL]PXVVDO
(processzív ill. nemprocesszív) is meg tudják oldani ezek a motorfehérjék. 
7yWKHWDO-%&

 $ PLR]LQ 9D GLQHLQ N|QQ\  OiQF '/& N|W KHO\pQHN D]RQRVtWiVD pV D NRPSOH[
V]HUNH]HWLIXQNFLRQiOLVMHOOHP]pVH
 $GLQHLQN|QQ\ OiQFRWHJ\N'DRV igen konzervatív eukarióta fehérjét, nevének 
PHJIHOHO HQ D GLQHLQ PRWRUfehérje alegységeként írták le .pV EE NLGHUOW KRJ\ D '/& D
PLR]LQ9QHNLVDOHJ\VpJHpVW|EEWXFDWPiVFLWRSOD]PDWLNXVIHKpUMpKH]LVN|W GLN6]HUHSHD
motorfehérjék kargókötésH és/vagy regulációMD lehet, egyéb funkcióiról még keveset tudunk. 
Sok rákos szövetben megemelkedik az expressziója, ami a proapoptotikus „ BH3only”  
fehérjék szekvesztUálásával és/vagy a p21IJJ NLQi]PHJN|WpVpYHOKR]KDWyNDSFVRODWED
A humán miozin Va és a DLC kölcsönhatását vizsgáltuk az OTKA pályázat keretében. 
Rekombináns miozin Va fragmentumokat és a DLC2 izoformát expresszáltuk, majd a 
komplex kialakulását „ pulldown”  módszerrel, gélfiltrációval, natív elektroforézissel, limitált 
proteolíziVVHOés spektroszkópiai módszerekkel tanulmányoztuk. A N|W KHO\pWDIDURk régión 
belül a mediális és disztális FRLOHGFRLO domén között, egy szerkezet nélküli doménben 
lokalizáltuk 3UR7KU 0HJiOODStWRWWXN KRJ\ D N|W KHO\ NLDODNtWiViEDQ HJ\ 
DPinosavat kódoló alternatív exon H[RQ % esszenciális szerepet tölt be XJ\DQLV D]
iEUD
0LR]LQ9DIUDJPHQWXPRNÄSXOOGRZQ´MD*67'/&
YHO$]H[RQ%QpONOLNRQVWUXNFLy *670 %QHP
N|W GLND'/&KH]
eltávolítása a kötést megszünteti . ábra) Ez utóbbi eredményt koWUDQV]IHNWiOW HPO V
VHMWHNNHOLVLJD]ROWXN (10 ábra)
$ '/& N|W  GRPpQPiVLN DOWHUQDWtY H[RQMiQDN H[RQ ' QLQFV V]HUHSH DDLC kötésben. 
NMR vizsgálatokkal és molekuláris dokkolással kimutattuk, hogy aPLR]LQIDURN'/&N|W 
GRPpQMpE O HJ\ NE  aminosavból álló szakasz N|W D '/& GLPHU N|W iUNiED XJ\DQRGD
ahova az eddig ismert partnerei kapcsolódnakés 12 ábra)




&'VSHNWURV]NySLDL pV OLPLWiOW SURWHROt]LV YL]VJiODWRN DODSMiQ D '/& N|WpV MHOHQW VHQ
hozzájárul a miozin 9DIDURN stabilitásához. A CD spektrumok analízise alapján valamennyire 
Q|YHNV]LN N|W UpJLy αhélix tartalma YLV]RQW MHOHQW VHQ növekszik a határoló FRLOHGFRLO
GRPpQHN K VWDELOLWiVD  a 
 &NDO  ábra) (]HN V]HULQW D '/& N|W GpVH HO VHJtWL D NpW
nehéz lánc dimerizációját (azaz a FRLOHGFRLOkialakulását). A  munkahipotézisünkV]HULQWD
'/&GLPHUmiozin Va dimer interakció aszLPPHWULNXV D]HJ\LNQHKp] OiQFN|W GLNFVDND
NDQRQLNXV '/& N|W iURNED D PiVLN WRSROyJLDL NpQ\V]HUE O QHP pUL HO D V]LPPHWULNXV
N|W iUNRWKDQHPH[RKHO\HNKH]N|WKHWD'/&IHOV]tQpQ(J\HGODIHQWLPHFKDQL]PXVDGKDW
iEUD
*)3'/&pV'V5HGPLR]LQ9DH[RQ%NRORNDOL]iFLyMD
1(&QHXURHNWRGHUPiOLVVHMWYRQDOEDQEDOD]H[RQ%QpONOL
PLR]LQ9DQHPN|W GLND'/&KH]MREE
iEUD$PLR]LQ9DSHSWLGSLURV'/&
GRNNROWNRPSOH[H.pNDN|WpVEHQUpV]WYHY 
DPLQRVDYDNViUJDNpPLDLHOWROyGiVD+64&
VSHNWUXPDODSMiQ]|OGN|W IHOV]tQPLQGNpW
PyGV]HUUHOD]RQRVtWYD
iEUD+XPiQ'/&+64&VSHNWUXPDNpN
pVWLWUiOiVDDPLR]LQN|W SHSWLGGHOSLURV


PDJ\DUi]DWRW D '/& NDUJyN|W  V]HUHSpUH DPLNRU LV D NpW N|W KHO\ közül az egyiket a 
motorfehérjének, a másikDW a kargófehérjénekNHOOHOIRJODOQLD
+yGLHWDO-05&0)(%6-%LRFKHPLVWU\EtUiODWDODWW
 $'/&YHONDSFVRODWRV legújabb eredményünk, hogy a miozinhoz ill. a kargóhoz való 
N|W GpVWD&WHUPLQiOLVDPLQRVDYHO WWL6HUIRV]IRULOiFLyMDV]DEiO\R]KDWMD/HJalábbis a SerW
*OXra cserélve, a mutáns '/&fiziológiás körülmények között monomert képez, amely nem 
N|W GLNVHPDPLR]LQKR], sem a potenciális kargókKR]$'/&PLR]LQ9DNRPSOH[, további 
jellemzését izotermális kalorimetriával (1. ábra), felszíni plazmon rezonancia és 
fluoreszcencia mérésekkel folytatjuk, s kiterjesztjük a hármas komplexek vizsgálatára, hogy a 
fentebb vázolt munkahipotézisünket igazoOQLWXGMXN
+yGL=VpVPWVL«$0%.pYLNRQIHUHQFLiMiUDEHMHOHQWHWWSRV]WHU

$PLR]LQ9DJOREXOiULVIDURNGRPpQ*7'YL]VJiODWDpVÄNDUJyYDGiV]DW´
$ humán miozin Va GTD expresszióját (FROL rendszerben próbáltuk megoldani
LURGDOPL HO ]PpQ\HNE O NLLQGXOYD $]RQEDQ PiVRNNDO HJ\HWHPEHQ SO /DQJIRUG HW DO
EHOHWN|]WQND*7'V]ROXELOLWiVSUREOpPiMiED$]HGGLJLW|EEPLQWNpWpYHVHU IHV]tWpVHLQN
során csak odáig jutottunk, hogy a GST fúziósIHKpUMHNpQW HO iOOtWRWW UHNRPELQiQV *7'
iEUD'/&pVHJ\PLR]LQIDURNNRQVWUXNFLy09&'VSHNWUXP$]αKpOL[
WDUWDORPQ|YHNHGpVHQPQpOOiWV]LNEDO(J\U|YLGHEE0pVHJ\
KRVV]DEEIDURNNRQVWUXNFLyK GHQDWXUiFLyMD'/&QpONOpVMHOHQOpWpEHQMREE
iEUD
0LR]LQ9DIDURNNRQVWUXNFLy09'/&NRPSOH[NpS] GpV
YL]VJiODWDL]RWHUPiOLVNDORULPHWULiYDO6]W|FKLRPHWULD
.Ł  µ0
renaturációját minor mennyiségben aµJOmeg tudtuk oldani (több tucat „ csodareceptet”  
EHYHWYHHasonló kitermelést tudott elérni Hammer et al. (NIH, USA) is (személyes közlés). 
$mit mi ezzel a mennyiséggel nem tudtunk bizonyítani, azt sikerült az említett csRSRUWQDN
miszerint a GTD a miozin V regulációjában esszenciális szerepet játszik úgy, hogy kargó 
jelenléte nélkül és alacsony Ca

 koncentráció mellett a „ kikapcsolt”  állapotban 
YLVV]DELFVDNOLN és interakcióba lép a motor doménnHO ,G N|]EHQ D JHULQFHV PLR]LQ 9W O
VRNEDQ HOWpU  WXODMGRQViJRNNDO EtUy pOHV]W  PLR]LQ 9 egyik paralógjából származó GTD 
kristályszerkezetét megoldották. Mivel a GTDnek csak egy szubdoménja mutat szekvencia
hasonlóságot a gerincesek GTDjével (GLOXWH „ core”  domén), a kargókötés mechanizmusának 
PHJLVPHUpVH pUGHNpEHQ WRYiEEUD LV pUGHNO GpVUH WDUWKDW V]iPRW D UHNRPELQiQV *7'
HO iOOtWiVDNULVWiO\RVtWiVUDDONDOPDVPHQQ\LVpJEHQ
 $IHQWLÄUpV]VLNHU´QHPYROWHOHJHQG DKKR]KRJ\D*7'YHOD]HUHGHWLOHJWHUYH]HWW
„ partnervadászatokat”  elvégezzük. Ugyan a TAPcimkével ellátott GTDW -XUNDW 7
sejtvonalba transzfektáltuk, de nem sikerült MSYL]VJiODWRNUD DONDOPDVPHQQ\LVpJ  N|W G 
fehérjéhez jutni a sejtlizátum CaM és IgGDIILQLWiVRV]ORSRNRQW|UWpQ WLV]WtWiVDXWiQ
>0HJMHgyzendö, hogy e]]HOD témával, a támogatás kétszeri megnyirbálása PLDWWNHYHVHEEHW
WXGWXQNIRJODONR]QL@

0LR]LQ9IXQNFLRQiOLVYL]VJiODWDLPPXQVHMWHNEHQ
 Terveink között szerepelW KRJ\ a miozin Va és a DLC szerepét vizsgáljuk az 
LPPXQUHQGV]HU VHMWMHLEHQ 0RGHOOUHQGV]HUNént humán Jurkatsejteket és egy patkány 
hízósejtvonalat használtunk.A miozin Va és a DLC Tsejt aktivációban illetve a TVHMWHN
apoptózisában betöltött szerepét potenciális dominánsnegatív FVDN D PLR]LQ 9D *7'W
illetve csak a teljes disztális farok régiót tartalmazó konstrukciók) és „ fulllength”  
NRQVWUXNFLyNWUDQV]IHNFLyMiYDOYL]VJiOWXN%iULURGDOPLHO ]PpQ\HNDODSMiQ~J\W QWKRJ\D
PLR]LQ 9QHN V]HUHSH YDQOHKHW D UDIWmozgatások, a szinapszisösszeszerelés egyes 
lépéseiben, az eddigi kísérleti megközelítéssel sem a túltermeléssel, sem a dominánsnegatív 
konstrukciókkal nem tapasztaltunk szignifikáns változásokat. Azt vélelmezWük, hogy a miozin 
9D NDUJyN|W  GRPpQ NRQVWUXNFLyN D*7' pVYDJ\ D GLV]WiOLV IDURNGRPpQHN YDODPHO\LNH
„ kititrálják”  a potenciális kargókat, ily módon azok a funkciók, amelyben a transzport 
motornak szerepe van, gátlódnak. A negatív eredmény magyarázata lehet a miozin V 
paralógok redundanciája, vagyis az PLR]LQVb és/vagy Vc izoforma átvehette a kiesett Va 
funkcióját. A DLC W~OWHUPHOpVW OD]WYiUWXNKRJ\SODVHMWapoptózis szignálra adott válasza 
csökken, azon oknál fogva, hogy a DLC szekvesztrálja a sejt teljes „ BH3only”  proapoptózis 
fehérjekészletét (Bim, Bmf), s ezáltal a túlélés szignálok kerülnek túlsúlyba (pl. Bcl%FO
XL). Az itt kapott negatív eredmény szintén lehet redundancia következménye, mivel a két 
humán DLC paralóg közül csak a DLC2vel próbálkoztunk (mivel irodalmi adatok alapján ez 
kolokalizál specifikusan az aktin citoszkeletonhoz). Érdekes módon, a miozin V izoformák 
expressziós szint emelkedését sem tudtuk igazolni Tsejt aktiváció során. A kotranszfektált 
*)3vel és/vagy DsRed fehérjével fuzionált miozin Va és DLC2 sejten belüli lokalizálását 
konfokális mikroszkópiával végeztük el. A DLC, az irodalmi DGDWRNQDNPHJIHOHO HQGLII~]
I NpQWFLWRlazmatikus, de gyengébb maglokalizációt is mutatott. A miozin Va fragmentumok 
YLV]RQW IHOWHKHW OHJ DJJURV]yPiNEDQ ORNDOL]iOyGWDN 8J\DQ IHOYHW G|WW D] LURGDORPEDQ
centroszómD lokalizáció is, de ezt centroszóma speciILNXVPDUNHUUHOW|UWpQ NRORNDOL]iFLyYDO
QHP VLNHUOW PHJHU VtWHQLA sejtaktiváció során a miozin V *7'KH] N|W G  PROHNXOiN
„ halászata”  jelenleg LVIRO\LN
>7RYiEELPHJMHJ\]pV KRJ\ D IHQWHEE HPOtWHWW NpQ\V]HU  IRUUiVKLiQ\ D  WpPiQ W~O H]W D
PXQNDWHrv pontot érintette.]

Összefoglalva a zárójelentést, a projekt lezárásáig elért eredményeinket 8 folyóirat 
közleményben (összesített impakt faNWRU , 1 bírálat alatt álló közleményben és 3 
konferencia absztraktban publikáltuk. Az HGGLJFVDNNRQIHUHQFiákon bemutatott és a fentebb 
UpV]OHWHVHQ LVPHUWHWHWW OiVG  HUHGPpQ\HNE O  teljes közlemény megírása HONH]G G|WW
YDJ\PiUHO NpV]tWpVDODWWiOO


